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® Stabile kristalline (6S)- und (6R)-Tetrahydrofolsaure. 

© Die Erfindung betriffl stabile kristalline (6S)- und (6R)-Tetrahydrofolsaure, deren Verwenduno sowie ein 
Verfahren zu deren Herstellung. Kristalline (6S)- und <6R)-Tetrahydrofolsaure weisen hohe Reinheiten und 
aussergewohnlich hohe Stabilitaten auf. Auch gegenuber Luft und erhohter Temperatur verhalten sich die sonst 
sehr oxidationsempfindlichen Substanzen ohne zusatzliche Stabilisatoren absolut inert. Das zur Herstellung der 
kristallinen (6S)-Tetrahydrofolsaure beanspruchte Verfahren der Kristallisation bei einem pH-Wert von ^ 3.5 und 
das zur Herstellung der kristallinen (6R)-Tetrahydrofolsaure beanspruchte Verfahren der Kristallisation ber einem 
pH-Wert von £ 2 ist einfach auszufiihren und sehr ergiebig. 
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Die Erfindung betrifft kristalline N-[4-[[(2-amino-1,4,5,6,7,8-hexahydro-4-oxo-(6S)-und -(6R)-pteridinyl)- 
methyl]amino]benzoyl]-L-glutaminsaure (im folgenden kristalline (6S)- bzw. (6R)-Tetrahydrofolsaure ge- 
nannt), deren Verwendung sowie ein Verfahren zu deren Herstellung. 

Tetrahydrofolsaure-Derivate enthalten 2 asymmetrische Zentren. Dabei liegt aufgrund der Synthese 

5 dieser Derivate aus Folsaure, der N-(Pteroyl)-L-glutaminsaure, das im Glutaminsaure-Rest enthaltene 
optisch aktive C-Atom in der L-Form vor, wahrend das ublicherweise durch Hydrierung der Doppelbindung 
in 5,6-Stellung des Pteroyl-Restes entstandene optisch aktive C-Atom in Position 6 in der racemischen, der 
(6R,S)-Form, vorliegt. Synthetische Derivate der Tetrahydrofolsaure bestehen demnach aus einer 1:1 
Mischung von 2 Diastereomeren. 

io Als Arzneimittel werden Tetrahydrofolate vorwiegend als Calcium-Salz der 5-Formyl-5,6,7,8-tetrahydro- 

folsaure (Leucovorin) oder der 5-Methyl-5,6,7,8-tetrahydrofo!saure verwendet zur Behandlung von megalob- 
lastischer Folsaure-Anamie, als Antidot zur Verstarkung der Vertraglichkeit von Folsaure-Antagonisten, 
speziell von Aminopterin und Methotrexat in der Krebstherapie ("Antifolate rescue"), zur Verstarkung des 
therapeutischen Effektes von fluorierten Pyrimidinen und der Behandlung von Autoimmunkrankheiten wie 

rs Psoriasis und rheumatischer Arthritis, zur Verstarkung der Vertraglichkeit von bestimmten Antiparasitika, 
etwa Trimethoprim-Sulfamethoxazol sowie zur Verminderung der Toxizitat von Dideazatetrahydrofolaten in 
der Chemotherapie. Ebenfalls dient Tetrahydrofolsaure als Grundsubstanz zur Herstellung diverser Tetrah- 
ydrofolsaure-Derivate. 

Die direkte Verwendung von Tetrahydrofolsaure als Arzneimittel sowie als Grundsubstanz zur Herstel- 

20 lung diverser Tetrahydrofolsaure-Derivate scheiterte bisher an der Schwierigkeit, Tetrahydrofolsaure mit 
einer fur einen pharmazeutischen Wirkstoff akzeptablen Reinheit herzustellen und an der extremen Instabili- 
ty der Tetrahydrofolsaure, wobei insbesondere die hohe Oxidationsempfindlichkeit auffallt [siehe dazu auch 
A.L. Fitzhugh, Pteridines 4(4), 187-191 (1993)]. Zur Uberwindung dieser Instabilitat wurden verschiedene 
Methoden entwickelt, wobei DE-OS-2'323'124 im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung speziell 

25 zu erwahnen ist. Im Bereich der Verfahren zur Herstellung von Tetrahydrofolsaure und im Zusammenhang 
mit der vorliegenden Erfindung ist EP-600'460 ebenfalls speziell zu erwahnen. Bisher konnte jedoch noch 
kein technisch gangbares Verfahren gefunden werden, das fur die Herstellung von Tetrahydrofolsaure mit 
einer hohen Reinheit und einer ausreichenden Stabilitat geeignet ist und somit die pharmazeutische 
Verwendung von Tetrahydrofolsaure ermoglichen wurde. 

30 Es wurde nun uberraschend gefunden, dass sich (6S)- Oder (6R)-Tetrahydrofolsaure mit einer hohen 
chemischen und optischen Reinheit und einer ausgezeichneten Stabilitat erhalten lasst, indem optisch reine 
(6S)- oder optisch reine (6R)-, angereicherte (6S)- Oder angereicherte (6R)-, oder auch (6R,S)- Tetrahydro- 
folsaure kristaUisiert wird. Die so erhaltene kristalline (6S)- und/oder (6R)-Tetrahydrofolsaure ermdglicht 
erstmals deren Verwendung als Arzneimittel oder als Ausgangsmaterial zur technischen Herstellung anderer 

35 Tetrahydrofolsaure-Derivate mit einer hohen Reinheit. 

Die Kristallisation der (6S)-Tetrahydrofolsaure erfolgt dabei aus einem polaren Medium bei einem pH- 
Wert von £ 3.5, diejenige der (6R)-Tetrahydrofolsaure erfolgt aus einem polaren Medium bei einem pH- 
Wert von £ 2. 

Als polares Medium eignen sich vor allem Wasser oder ein Gemisch aus Wasser und einem mit 

40 Wasser mischbaren organischen Losungsmittel wie wasserloslichen Alkoholen, z.B. Methanol, Ethanol, n- 
Propanol, iso-Propanol, Ethylen glycol, einer niedrigen aliphatischen wasserloslichen Carbonsaure, z.B. 
Ameisensaure, Essigsaure, Milchsaure oder wasserloslichen Amiden, z.B. Formamid, Dimethylformamid, 
Dimethylacetamid, 1-Methylpyrrolidon, 2-Methylpyrrolidon, 2-Piperidinon. Es gibt keine besonderen Ein- 
schrankungen bezuglich der Art des eingesetzten Lbsungsmittels und des Mischungsverhaltnisses, da 

45 kristalline (6S)-Tetrahydrofolsaure und kristalline (6R)-Tetrahydrofolsaure generell tiefere Loslichkeiten als 
die entsprechenden amorphen Formen aufweisen. 

Zum Starten der Kristallisation der (6S)-Tetrahydrofolsaure eignet sich speziell ein pH-Wert zwischen 
3.5 und 6.5. Zum Start der Kristallisation der (6R)-Tetrahydrofolsaure eignet sich speziell ein pH-Wert 
zwischen 2 und 5.5. Der optimale pH-Wert zum Starten der Kristallisation hangt von den eingesetzten 

so Materialien und dem gewunschten Ziel ab und kann durch einfache Versuche bestimmt werden. Generell 
gilt, je hOher der Salzgehalt in der Ausgangslosung ist, desto tiefer muss der pH-Wert zum Starten der 
Kristallisation sein, aber auch je tiefer der pH-Wert zum Starten der Kristallisation ist, desto langsamer muss 
die Kristallisation erfolgen, da sonst bei pH-Werten urn 3 amorphe Tetrahydrofolsaure ausfallt. FUr die 
direkte Kristallisation von (6S)-Tetrahydrofolsaure aus einer durch Borhydrid-Reduktion von Folsaure erhal- 

55 tenen Reaktionslosung wird z. B. zwingend ein pH-Wert zum Starten der Kristallisation von £ 4.8 benotigt. 
Nach dem Starten der Kristallisation kann der pH-Wert verandert werden. 

Wahrend der Kristallisation der (6S)-Tetrahydrofolsaure und auch wahrend der Kristallisation der (6R)- 
Tetrahydrofolsaure erhoht sich der pH-Wert oder er kann durch die Zugabe einer Saure oder eines Puffers 
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konstant gehalten werden. FUr die Kristallisation der (6S)-Tetrahydrofolsaure gilt, falls eine optische 
Anreicherung von (6S)-Tetrahydrofolsaure Ziel der Kristallisation ist, wird ein pH-Wert zwischen 4.5 und 5.5 
wahrend der Kristallisation bevorzugt, falls die Herstellung von stabiler kristalliner (6S)-Tetrahydrofolsaure 
Ziel der Kristallisation ist, wird ein pH-Wert zwischen 3.5 und 4.5 wahrend der Kristallisation bevorzugt. Fur 
s die Kristallisation der (6R)-Tetrahydrofolsaure wird unabhangig vom angestrebten Ziel ein pH-Wert zwi- 
schen 3.5 und 4.5 wahrend der Kristallisation bevorzugt. Die Kristallisation kann jeweils bei Raumtempera- 
tur, bei erhohter Temperatur aber auch bei emiedrigter Temperatur durchgefuhrt werden. 
Die Kristallisationsdauer liegt in der Regel zwischen wenigen Minuten und mehreren Tagen. Langere 
Kristallisationszeiten ergeben in der Regel hohere Reinheiten und stabilere Produkte. 
w Die Kristallisation der (6S)- und (6R)-Tetrahydrofolsaure erfolgt spontan durch langsames Einstellen des 
pH-Wertes entweder von einem pH-Wert her, der kleiner ist, als der sich zum Starten der Kristallisation des 
entsprechenden Isomeren eignende pH-Wert oder vorzugsweise von einem hoheren pH-Wert herkommend. 
Die Kristallisation kann durch Animpfen mit entsprechender kristalliner Tetrahydrofolsaure im sich zum 
Starten der Kristallisation des entsprechenden Isomeren eignenden pH-Bereiches ausgeldst werden. 

Als Ausgangsmaterial der Kristallisation kann sowohl racemische (6R,S)-Tetrahydrofolsaure, angerei- 
cherte (6S)- oder (6R)-Tetrahydrofolsaure wie auch amorphe oder kristalline <6S)- oder (6R)-Tetrahydrofol- 
saure eingesetzt werden. Es eignen sich dabei sowohl isolierte Feststoffe wie z. B. (6R,S)-Tetrahydrofolsau- 
re, (6S)-Tetrahydrofolsaure-Schwefelsaure und Sulfonsaure-Additionssalze hergestellt nach EP-495'204, wie 
auch in situ durch katalytische Hydrierung oder durch Borhydrid-Reduktion aus Folsaure hergestellte 
Tetrahydrofolsaure als Ausgangsmaterial. Die Kristallisation der (6R)-Tetrahydrofolsaure kann direkt aus der 
Mutterlauge der (6S)-Tetrahydrofolsaure-Kristallisation erfolgen. Die Kristallisation beider Isomeren kann 
sowohl aus einer Losung, die z. B. durch Einstellen eines pH-Wertes von > 7 oder < 2 erhalten wird, wie 
auch aus einer Suspension erfolgen. 

Durch den Einsatz von amorpher oder teilkristalliner optisch reiner Tetrahydrofolsaure oder deren 
Salzen als Ausgangsmaterial fur die Kristallisation erhalt man durch das beschriebene Verfahren kristalline 
Tetrahydrofolsaure von bisher nie erreichter Reinheit (> 98%) und einer bisher ebenfalls nie erreichten 
Stabilitat. 

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung kristalliner (6S)- und/oder (6R)-Tetrahydrofolsaure als 
Bestandteil zur Herstellung von Arzneimitteln oder zur Herstellung anderer Tetrahydrofolsaure-Derivate, da 
30 kristalline (6S)- und (6R)-Tetrahydrofolsaure aufgrund ihrer ausgezeichneten Stabilitat in fester Form eine 
zeitlich praktisch unbeschrankt gleichbleibende sehr gute Qualitat behalt. Ebenso betrifft die Erfindung auch 
pharmazeutische Zubereitungen enthaltend kristalline <6S)- und/oder (6R)-Tetrahydrofolsaure. Die Herstel- 
lung der pharmazeutischen Zubereitung erfolgt nach bekannten Verfahren wie z. B. Lyophilisierung. Die 
Anwendung erfolgt analog zur Anwendung von bekannten Substanzen aus dem Gebiet der Tetrahydrofolate 
35 wie z. B. 5-Formyl-5,6,7,8-tetrahydrofolsaure. 

!rr. wcitersn betrifft die Erfinuung ein VWariren zur Trennung von (6R,S)- Tetrahydrofolsaure in die 
beiden Diastereomeren (6S)- und (6R)-Tetrahydrofolsaure durch fraktionierte Kristallisation. Dieses Verfah- 
ren ist sehr einfach und ergiebig. Man erhalt bereits bei der ersten Kristallisation einer rohen racemischen 
(6R,S)-Tetrahydrofolsaure kristalline (6S)-Tetrahydrofolsaure mit einem (6S)-Anteil von liber 75% in Aus- 
beuten von uber 70% und kristalline (6R)-Tetrahydrofolsaure mit einem (6R)-Anteil von uber 80% in 
Ausbeuten von uber 50%. Durch weitere Kristallisationen unter analogen Bedingungen kann kristalline (6S)- 
und (6R)-Tetrahydrofolsaure mit einer Jsomerenreinheit von uber 95% erhalten werden. 

(6R)- oder (6S)-Tetrahydrofolsaure kann auch direkt ohne Isolierung zur Herstellung anderer Tetrah- 
ydrofolsaure-Derivate verwendet werden. So kann z.B. durch die Zugabe von Formaldehyd zu einer Losung 
von (6R)-Tetrahydrofolsaure sehr einfach angereicherte 5,10-Methylen-(6S)-tetrahydrofolsaure hergestellt 
werden. 

Beispiele zur lllustrierung der Erfindung 

50 Die in den Beispielen angegebenen Gehalte an Tetrahydrofolsaure und die Isomerenanteile wurden 
jeweils mit HPLC bestimmt. Alle TetrahydrofolsSure-Gehalte sind auf wasserfreie Basis bezogen. 

Belspiel 1 (Stabilltaten) 

55 Zur Stabilitatsbestimmung der kristallinen (6S)- und (6R)-Tetrahydrofolsaure wurden die Substanzen 
zusammen mit Vergleichsmustern unter Stressbedingungen bei 60 *C unter Luft gelagert. In periodischen 
Abstanden wurde der verbleibende Gehalt an Tetrahydrofolsaure gemessen und im Vergleich zum Aus- 
gangswert angegeben. 
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Belastungszeit in Tagen bei 60°C unter Luft 
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100.0% 
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amorphe (6S)-Tetra 
hydrofolsaure 


100.0% 


60.4% 




13.7% 


7.9% 








amorphe (6R)-Tetra 
hydrofolsaure 


100.0% 


70.5% 




29.1% 


21 .6% 




9.8% 




amorphe (6R.S) 
Tetrah y d rof o I sa u re 


100.0% 


53.4% 




17.4% 


13.2% 









Kristalline (6S)- und (6R)-Tetrahydrofolsaure sind auch nach langerer Belastungszeit bei 60 °C unter 
Luft noch sehr hell, fast weiss. Im Gegensatz dazu verfarben sich die anderen zum Vergleich angefuhrten 
Produkte rasch sehr stark. 

Die fur die Stabilitatsversuche eingesetzten Substanzen wurden wie folgt hergestellt: 

• kristalline (6S)-Tetrahydrofolsaure 

nach Beispiel 6 der vorliegenden Patentanmeldung 

• kristalline (6R)-Tetrahydrofolsaure 

nach Beispiel 9 der vorliegenden Patentanmeldung 

• "kristalline (6R,S)-Tetrahydrofolsaure nach Yamanouchi" 

nach DE-OS 2*323*124, Beispiel 3 

• amorphe (6S)-Tetrahydrofolsaure 

(6S)-Tetrahydrofolsaure wird in Essigsaure gelost und mit Diethylether gefallt 

• amorphe (6R)-Tetrahydrofolsaure 

<6R)-Tetrahydrofolsaure wird in Essigsaure gelost und mit Diethylether gefallt. 

• amorphe (6R,S)-Tetrahydrofolsaure 

(6R,S)-Tetrahydrofolsaure wird in Essigsaure gelost und mit Diethylether gefallt. 

Beispiel 2 (Pulverrontgendiagramme) 

Zur Charakterisierung der strukturellen Eigenschaften (Kristallinitat) der kristallinen (6S)- und (6R)- 
Tetrahydrofolsaure wurden von diesen Substanzen zusammen mit Vergleichsmustern unter gleichen Bedin- 
gungen Pulverrontgendiagramme (Beugungsspektren) aufgenommen. 

Kristalline (6S)- und kristalline (6R)-Tetrahydrofolsaure ergeben beide gut aufgeloste, unterschiedliche 
Spektren mit scharfen Banden und niedrigem Untergrund. Die Spektren weisen auf hohe kristalline Anteile 
hin. Im Gegensatz dazu ergibt "kristalline (6R,S)-Tetrahydrofolsaure nach Yamanouchi" ein schlecht 
aufgelostes Spektrum mit unscharfen Banden (diffuse Maxima) und hohem Untergrund. Dieses Spektrum 
weist auf uberwiegend vorliegende amorphe (6R,S)-Tetrahydrofolsaure mit nur einem geringen kristallinen 
Anteil hin. 

Fur die Messung der Pulverrontgendiagramme eingesetzte Substanzen wurden wie folgt hergestellt: 

• kristalline (6S)-Tetrahydrofolsaure 

nach Beispiel 6 der vorliegenden Patentanmeldung 

• kristalline (6R)-Tetrahydrofolsaure 

nach Beispiel 9 der vorliegenden Patentanmeldung 

• "kristalline (6R,S)-Tetrahydrofolsaure nach Yamanouchi" 

nach DE-OS 2*323'124, Beispiel 3 
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Belsplel 3 

a) 4 g (6R,S)-Tetrahydrofolsaure werden in 16 ml Wasser aufgeschlammt und mit Ammoniak 25% auf 
pH 9 gestellt. Die entstandene Losung wird bei 50 -C mit Salzsaure auf pH 5 und danach mit 
Natronlauge langsam auf den gewunschten pH-Wert eingestellt. Beim angegebenen pH-Wert werden 
jeweils 2 ml-Proben entnommen, abgenutscht und mit wenig Wasser gewaschen. 



PH 


Menge 


(6S)-Anteil 


pH 5.5 


0.03 g 


87.8% 


pH 6.0 


0.06 g 


87.8% 


pH 6.4 


0 02 g 


88.6% 



b) 4 g (6R,S)-Tetrahydrofolsaure werden in 16 ml Wasser aufgeschlammt und mit Ammoniak 25% auf 
pH 9 gestellt. Die entstandene Losung wird bei 50 *C mit Salzsaure auf pH 5 und danach mit Salzsaure 
langsam auf den gewunschten pH-Wert eingestellt. Beim angegebenen pH-Wert werden jeweils 2 ml- 
Proben entnommen, abgenutscht und mit wenig Wasser gewaschen. 



PH 


Menge 


(6S)-Anteil 


pH 4.8 


0.09 g 


72.7% 


pH4.5 


0.15 g 


57.9% 


PH4.2 


0.27 g 


51 .8% 



c) 4 g (6R,S)-Tetrahydrofolsaure werden in 16 ml Wasser aufgeschlammt und mit Ammoniak 25% auf 
pH 9 gestellt. Die entstandene Losung wird bei 50 °C mit Salzsaure auf pH 5 und danach mit Salzsaure 
langsam auf den gewunschten pH-Wert eingestellt. Beim angegebenen pH-Wert werden jeweils 2 ml- 
Proben entnommen, abgenutscht und mit wenig Wasser gewaschen. 



35 



40 



pH 


Menge 


(6S)-Anteil 


pH4.1 


0.16 g 


56.2% 


pH3.8 


0.10 g 


52.2% 


pH3.5 


0-22 g 


51 .8% 


pH3.0 


0.12 g 


51 .6% 



d) 10 g (6R,S)-Tetrahydrofolsaure werden in 80 ml Wasser aufgeschlammt und mit Salzsaure 1N auf pH 
1.3 gestellt. Die entstandene Losung wird bei Raumtemperatur mit Ammoniak 1.8 N langsam auf den 
gewunschten pH-Wert eingestellt. Beim angegebenen pH-Wert werden jeweils 2 ml-Proben entnommen, 
45 abgenutscht und mit wenig Wasser gewaschen. 
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PH 


Menge 


(6S)-Anteil 


pH 2.0 


0.03 g 


50.3% 


pH 2.3 


0.13 g 


50.5% 


pH 2.5 


0.12 g 


49.3% 


pH 2.8 


0.22 g 


50.8% 


pH 3.1 


0.17 g 


49.5% 


pH 3.5 


0-21 g 


51 .5% 


pH 4.0 


0.14 g 


59.1% 


pH 4.5 


0.16 g 


56.1% 


pH 5.1 


0 22 g 


72.7% 


pH 5.5 


0.20 g 


70.9% 



Die in den Tabellen a) bis d) aufgefiihrten Werte entsprechen nicht den optimalen Verfahrensparame- 
tern, da alle Versuche zum Zweck der besseren Vergleichbarkeit gleich durchgefuhrt wurden. 

Beispiel 4 

Je 5 g (6R,S)-Tetrahydrofolsaure werden in 50 ml Wasser aufgeschlammt und 5 Tage bei Raumtempe- 
ratur bzw. bei 40 "C stehen gelassen. Nach dem Abnutschen (Filtrationstemperatur = Kristallisationstempe- 
ratur) und nachwaschen erhalt man: 





RT 


40°C 


Menge 


(6S)-Anteil 


Menge 


(6S)-Anteil 


pH 3.1 1) 


4.2 g 


52.5% 


4.5 g 


52.2% 


pH 4.2 2 > 


3.5 g 


58.9% 


3.9 g 


59.3% 


pH 5.1 2) 


1-8 g 


82.1% 


15 g 


81.0% 



1) pH-Wert beim Aufschlammen der (6R,S)-Tetrahydrofolsaure ohne Korrektur, 
analog DE-OS 2'323*124, Beispiel 3 

2) mit Natronlauge auf gewiinschten pH-Wert eingestellt 



Die in der Tabelle aufgefuhrten Werte entsprechen nicht den optimalen Verfahrensparametern, da alle 
Versuche zum Zweck der besseren Vergleichbarkeit gleich durchgefuhrt wurden. 

Beispiel 5 

40 g (6R,S)-Tetrahydrofolsaure werden in 160 ml Wasser aufgeschlammt und mit Ammoniak 25% auf 
pH 9.3 gestellt. Die entstandene Losung wird bei 50 "C mit Salzsaure langsam auf pH 5.1 gestellt und 
wahrend der folgenden Kristallisation zwischen pH 5.1 und 5.2 gehalten. Nach erfolgter Kristallisation wird 
auf 0-5 °C abgekuhlt, druckfiltriert und mit Wasser gewaschen. 

Man erhalt 19 g kristalline (6S)-Tetrahydrofolsaure mit einem chemischen Gehalt von 95.9% und einem 
(6S)-Anteil von 80.5%. 

Aus der einen Halfte der Mutterlauge erhalt man durch Fallen mit Ethanol 1.1 g angereicherte, amorphe 
(6R)-Tetrahydrofolsaure mit einem chemischen Gehalt von 63.3% und einem (6R)-Anteil von 75.9% und 
aus der anderen Halfte der Mutterlauge erhalt man durch rasches Einstellen des pH-Wertes auf 3.5 mit 
Salzsaure 6.3 g angereicherte, amorphe (6R)-Tetrahydrofolsaure mit einem chemischen Gehalt von 84.8% 
und einem (6R)-Anteil von 75.9%. 
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Beispiel 6 

60 g (6S)-Tetrahydrofolsaure-Benzolsulfonsaure-Additionssalz mit einem (6S)-Anteil von 99.9% herge- 
stellt nach EP-495'204 werden in 240 ml Wasser aufgeschlammt und mit 63 ml Ammoniak 1.8N Oder 55.2 
5 ml Natronlauge 2N auf pH 5.5 eingestellt. Der pH-Wert wird bei 5.5 gehalten. Die weisse, dicke Suspension 
wird anschliessend mit Natronlauge 30% auf pH 9.3 eingestellt und die entstandene klare Losung wird auf 
50 * C erwarmt. 

Nach anschliessendem langsamen Einstellen des pH-Wertes mit Salzsaure auf pH 5.2 erhalt man nach 
Animpfen mit kristalliner (6S)-Tetrahydrofolsaure 43.0 g kristalline (6S)-Tetrahydrofolsaure mit einem 
w chemischen Gehalt von 96.8% und einem (6S)-Anteil von 99.9%. 

Durch Losen von 40 g der erhaltenen kristallinen (6S)-Tetrahydrofolsaure in 160 ml Wasser bei pH 9 
und anschliessendem langsamen Einstellen des pH-Wertes mit Salzsaure auf 4.2 erhalt man nach 
Animpfen mit kristalliner (6S)-Tetrahydrofolsaure 32.5 g kristalline (6S)-Tetrahydrofolsaure mit einem 
chemischen Gehalt von 98.5% und einem (6S)-Anteii von 100.0%. 
75 Durch weitere Umkristallisationen bei pH 4.2 erhalt man kristalline (6S)-Tetrahydrofolsaure mit einem 
chemischen Gehalt von > 99% und einem (6S)-Anteil von 100.0%. 

Die Ldslichkeit der so erhaltenen kristallinen (6S)-Tetrahydrofolsaure bei Raumtemperatur in Wasser 
betragt 0.0022%. 

20 Beispiel 7 

40 g (6R,S)-Tetrahydrofolsaure werden in 160 ml Wasser und 40 ml Methanol aufgeschlammt und mit 
Ammoniak 25% auf pH 9.1 gestellt. Die entstandene Losung wird mit Salzsaure bei 50 • C langsam auf pH 
5.1 gestellt und wahrend der folgenden Kristallisation zwischen pH 5.1 und 5.2 gehalten. Nach erfolgter 
25 Kristallisation wird eine Teilprobe von 20 ml bei 50 °C abgenutscht und mit Wasser/Methanol gewaschen. 
Man erhalt 1.3 g kristalline (6S)-Tetrahydrofolsaure mit einem chemischen Gehalt von 96.1% und einem 
(6S)-Anteil von 83.0%. 

Die Hauptmenge wird auf 0-5 «C abgekuhlt, druckfiltriert und mit Wasser/Methanol gewaschen. Man erhalt 
weitere 18.6 g kristalline (6S)-Tetrahydrofolsaure mit einem chemischen Gehalt von 90.9% und einem (6S)- 
30 Anteil von 67.1%. 

Beispiel 8 

60 g Folsaure werden in 240 ml Wasser suspendiert und mit Natronlauge 30% auf pH 1 1 .5 eingestellt. 
35 Die entstandene Losung wird mit 30 g Natriumborhydrid in 1 20 ml Wasser und 1 2 g Natronlauge 30% bei 
70 "C reduzSerL Nach ua 5 Siunden fieakiionszeit wird die Heaktionsmischung mit 180 ml Wasser verdiinnt 
und mit Salzsaure langsam auf pH 4.5 eingestellt. Wahrend der folgenden Kristallisation steigt der pH auf 
ca 5.5. Die Suspension wird bei 0-5 *C druckfiltriert und mit wenig Wasser gewaschen. 

Man erhalt 25.5 g kristalline (6S)-Tetrahydrofolsaure mit einem chemischen Gehalt von 94.4% und 
40 einem (6S)-Anteil von 82.7%. Der Wassergehalt nach dem Trocknen betragt 4.0%. 

Durch Losen von 20 g der erhaltenen kristallinen (6S)-Tetrahydrofolsaure in 80 ml Wasser bei pH 9 und 
anschliessendem langsamen Einstellen des pH-Wertes mit Salzsaure auf 5.1 erhalt man nach Animpfen mit 
kristalliner (6S)-Tetrahydrofolsaure 4.5 g kristalline (6S)-Tetrahydrofolsaure mit einem chemischen Gehalt 
von 94.0% und einem (6S)-Anteil von 94.7%. Der Wassergehalt nach dem Trocknen betragt 1 8% 

45 

Beispiel 9 

50 g amorphe (6R)-Tetrahydrofolsaure mit einem (6R)-Anteil von 99.4% werden in 600 ml Wasser 
aufgeschlammt und mit Ammoniak 25% auf pH 9.0 eingestellt. Die entstandene klare Losung wird auf 50 °C 
so erwarmt. 

Nach anschliessendem langsamen Einstellen des pH-Wertes mit Salzsaure auf 4.4 und halten dieses 
Wertes erhSIt man 42.0 g kristalline <6R)-Tetrahydrofolsaure mit einem chemischen Gehalt von 96.2% und 
einem (6R)-Anteil von 99.5%. 

Die Ldslichkeit der so erhaltenen kristallinen (6R)-Tetrahydrofolsaure bei Raumtemperatur in Wasser 
55 betragt 0.014%. 

Durch weitere Umkristallisationen bei pH 4.4 erhalt man kristalline (6R)-Tetrahydrofolsaure mit einem 
chemischen Gehalt von > 98% und einem (6R)-Anteil von > 99.5%. 
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Beispiei 10 

40 g (6R,S)-Tetrahydrofolsaure werden in 160 ml Wasser aufgeschlammt und mit Ammoniak 25% auf 
pH 9.3 gestellt. Die entstandene Losung wird bei 50 *C mit Salzsaure langsam auf pH 5.1 gestellt und 
5 wahrend der folgenden Kristallisation zwischen pH 5.1 und 5.2 gehalten. Nach erfolgter Kristallisation wird 
auf Raumtemperatur abgekuhlt, druckfiltriert und mit Wasser gewaschen. 

Man erhalt 18.2 g kristalline (6S)-Tetrahydrofolsaure mit einem chemischen Gehalt von 94.0% und 
einem (6S)-Anteil von 77.8%. 

Die Mutterlauge der (6S)-Tetrahydrofolsaure-Kristallisation wird wieder auf 50 °C erwarmt und mit 
10 Salzsaure langsam auf pH 4.4 gestellt und wahrend der folgenden. Kristallisation der (6R)-Tetrahydrofolsau- 
re zwischen pH 4.0 und 4.5 gehalten. Nach erfolgter Kristallisation wird auf Raumtemperatur abgekuhlt, 
druckfiltriert und mit Wasser gewaschen. 

Man erhalt 12 g kristalline (6R)-Tetrahydrofo!saure mit einem chemischen Gehalt von 78.0% und einem 
(6R)-Anteil von 74.8%. 

15 

Beispiei 11 

Analog den in EP-600'460 Beispiei 2 beschriebenen Bedingungen wurde ausgehend von racemischer 
Tetrahydrofolsaure das beschriebene Verfahren bei pH 5.2 und 45 *C wiederholt durchgefuhrt. Die dabei 
20 erhaltenen Produkte wurden auf chemische und optische Reinheit untersucht. Ebenso wurde die chemische 
Gesamtausbeute bis zur jeweiligen Stufe protokolliert. 







6S-Anteil 


Gehalt g/g 


Reinheit 6S-Anteil • Gehalt 


Gesamtausbeute 


25 


Ausgangsmaterial 


50 % 


89.6% 


44.8% 


100 % 




1. Durchlauf 


80.5% 


96.9% 


78.0% 


53.5% 




2. Durchlauf 


90.0% 


97.3% 


87.6% 


45.4% 




3. Durchlauf 


94.4% 


97.4% 


91 .9% 


42.0% 




4. Durchlauf 


96.4% 


96.7% 


93.2% 


38.9% 


30 


5. Durchlauf 


97.7% 


96.2% 


94.0% 


35.2% 




6. Durchlauf 


98.4% 


95.6% 


94.1 % 


32.2% 




7. Durchlauf 


98.9% 


96.0% 


94.9% 


28.6% 



35 Wie klar aus diesen Angaben ersichtlich ist, kann durch mehrfaches Anwenden dieses Verfahrens wohl 
der (6S)-Anteil im Verfahrensprodukt gesteigert werden, allerdings muss auch eine durch die mehrfache 
Durchfuhrung des Verfahrens bedingte Abnahme des Produktgehaltes in Kauf genommen werden. Die 
Herstellung eines Produkts mit einer Reinheit von uber 98% ist daher auch durch mehrfaches Anwenden 
dieses Verfahrens nicht moglich. 

40 

Patents nspru che 

1. Kristalline (6S)-Tetrahydrofolsaure. 

2. Kristalline (6R)-Tetrahydrofolsaure. 

45 

3. Verfahren zur Herstellung von kristalliner (6S)- und/oder (6R)-Tetrahydrofolsaure,dadurch gekennzeich- 
net, dass man (6S)-, (6R)- Oder (6R,S)-Tetrahydrofolsaure kristallisiert. 

so 4. Verfahren zur Herstellung von kristalliner (6S)-Tetrahydrofolsaure. dadurch gekennzeichnet, dass man 
(6S)- Oder (6R,S)-Tetrahydrofolsaure in einem polaren Medium bei einem pH-Wert von £ 3.5 kristalli- 
siert. 

5. Verfahren zur Herstellung von kristalliner (6R)-Tetrahydrofolsaure, dadurch gekennzeichnet, dass man 
55 (6R)- Oder (6R,S)-Tetrahydrofolsaure in einem polaren Medium bei einem pH-Wert von £ 2 kristallisiert. 

6. Verfahren nach Anspruch 4 oder 5, wobei als polares Medium Wasser Oder ein Gemisch aus Wasser 
und einem polaren wasserloslichen organischen Losungsmittel verwendet wird und die Kristallisation 
aus einer Losung oder aus einer Suspension erfolgt. 
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7. Verfahren nach Anspruch 4 Oder 6, wobei zum Starten der Kristallisation der (6S)-Tetrahydrofolsaure 
ein pH-Wert zwischen 3.5 und 6.5 eingestellt wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 5 Oder 6, wobei zum Starten der Kristallisation der (6R)-Tetrahydrofolsaure 
5 ein pH-Wert zwischen 2 und 5.5 eingestellt wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 3, 4, 5, 6, 7 Oder 8, dadurch gekennzeichnet, dass der pH-Wert wahrend der 
Kristallisation konstant gehalten wird. 

w 10. Verfahren nach Anspruch 3, 4, 5, 6, 7, 8 Oder 9, wobei (6S)-Tetrahydrofolsaure durch fraktionierte 
Kristallisation abgetrennt und aus der zuruckbleibenden Muttertauge (6R)-Tetrahydrofolsaure isoliert 
wird. 

11. Verwendung von kristalliner (6S)- und/oder (6R)-Tetrahydrofolsaure als Bestandteil zur Herstellung von 
75 Arzneimitteln oder zur Herstellung anderer Tetrahydrofolsaure-Derivate. 

12. Verwendung von kristalliner (6S)- und/oder (6R)-Tetrahydrofolsaure hergestellt nach Anspruch 3, 4, 5, 
6, 7, 8, 9 oder 10 als Bestandteil zur Herstellung von Arzneimitteln oder zur Herstellung anderer 
Tetrahydrofolsaure-Derivate. 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



13. Pharmazeutische Zubereitung enthaltend kristalline (6S)- und/oder (6R)-Tetrahydrofolsaure. 
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